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1. A projekt célkitűzése 
 
A RecQ családba tartozó DNS-helikázok minden élőlényben központi szerepet játszanak a 
genom épségének fenntartásában. Kiemelkedó biológiai és gyógyászati jelentőségük ellenére 
e fehérjék sokrétű aktivitásainak molekuláris mechanizmusai legnagyobbrészt felderítetlenek. 
A projekt során a RecQ helikázok biológiai „prototípusának” tekinthető E. coli RecQ enzim, 
valamint az öt humán RecQ-homológ közül a DNS-hibajavításban legfontosabb szerepet 
játszó Bloom-szindróma helikáz (BLM) működési mechanizmusát kívántuk felderíteni 
élvonalbeli gyorskinetikai, spektroszkópiai és egyedimolekula-biofizikai technikák 
alkalmazásával. Kísérleteinkben az enzimek DNS-szálakon történő haladását (transzlokáció), 
DNS-szálszétválasztó aktivitását, a rekombinációs hibajavítás során megjelenő bonyolultabb 
DNS-szerkezetek (D-hurok, Holliday-szerkezet) enzimatikus feloldását, illetve a felsorolt 
aktivitásokat energetikailag lehetővé tevő ATP-hidrolitikus aktivitást és az enzimek 
szerkezetváltozásait vizsgáltuk. 
 
2. Elért eredmények 
 
2.1 Motoraktivitás jellemzésére alkalmas eljárás kidolgozása 
Kidolgoztunk és publikáltunk egy olyan analitikai eljárást, amelynek segítségével a 
nukleinsavak mentén haladó motorfehérjék (transzlokázok, helikázok, polimerázok) 
legfontosabb működési jellemzői (egy ATP-hidrolízis ciklus alatt megtett nukleinsav-hossz, 
transzlokációs és szálszétválasztási sebesség, ATPáz aktivitás, processzivitás) tranziens 
kinetikai kísérletsorozatokban meghatározhatók (1). 
 
2.2 A humán BLM helikáz motorenzimatikus és DNS-átalakító mechanizmusa 
Meghatároztuk és publikáltuk a BLM helikáz egyszálú DNS-en történő transzlokációjának 
mechanizmusát (2). Kimutattuk, hogy a BLM szoros mechanokémiai kapcsoltsággal (1 ATP 
hidrolízise/1 nukleotidegység (nt) transzlokáció a DNS-szálon) és mérsékelt processzivitással 
(50 nt várható futáshosszal) halad a DNS-szálakon. Eredményeink egy olyan egyenirányított, 
araszoló mozgási mechanizmusra engednek következtetni, amelynek részletes megismerése 
elősegítheti a BLM hibajavító funkcióinak illetve más helikázok és DNS-motorok 
működésének jobb megértését. 
 Kísérleteinkben nagy időbeli felbontással közvetlenül mértük az ATP fogyását illetve az 
enzim és az ATP, valamint az enzim és a DNS közötti kölcsönhatást. Az ATPáz ciklus során 
sem az ATP hidrolízis, sem a termékfelszabadulás lépései nem bizonyultak sebesség-
meghatározónak. Az általunk javasolt modellben a BLM az egyszálú DNS-en araszoló 
mozgással halad, melynek során a sebesség-meghatározó lépés a foszfát felszabadulását 
követő szerkezeti átrendeződés. Ez a transzlokációs mechanizmus, melyet a humán DNS-
helikázok esetében elsőként írtuk le, számos olyan meghatározó tulajdonsággal bír, melyek 
jelentősen eltérnek a korábban jellemzett helikázoktól. 
  
2.3 A humán BLM helikáz szerkezeti elemeinek szerepe a DNS-átalakító aktivitásokban 
A humán BLM helikáz doménjeinek szerepét vizsgálva azt a felfedezést publikáltuk, hogy 
egy, a korábban vizsgáltaknál rövidebb „csonka” konstrukció a teljes enzim valamennyi 
alapvető enzimaktivitásával rendelkezik, így az enzimműködés hatékony, könnyen 
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vizsgálható modelljévé válhat (3). Ezek az eredmények rávilágítottak arra, hogy a fenti 
„csonka” konstrukcióból hiányzó szárnyas hélix (winged helix) domén – a más RecQ-
helikázokban tapasztaltaktól eltérően – nem közvetlenül a DNS-szálak szétválasztásában, 
hanem bonyolultabb DNS-szerkezetek felismerésében játszhat szerepet (beküldés előtt álló 
összefoglaló kézirat (7)). Ezt a feltételezést alátámasztják további kísérleteink, amelyekben 
azt tapasztaltuk, hogy a három- illetve négyszálú D-hurok-struktúrák feloldásának 
hatékonyságát a szárnyas hélix domén nagymértékben megnöveli (előkészületben lévő cikk 
(6)). 
 
2.4 A humán BLM helikáz szubsztrát-indukált oligomerizációja 
A humán BLM helikáz oligomerizációs állapotát oldatbeli és egyedimolekula-mérésekkel 
megvizsgálva azt – az eddigi nézeteknek ellentmondó – megfigyelést tettük, hogy a nagyrészt 
monomer formában működő enzim oligomerizációs állapota az átalakítandó DNS-szubsztrát 
szerkezetétől függően, alegység-kölcsönhatásokon keresztül dinamikus szabályozás alatt áll 
(bírálat alatt álló kézirat (5)). 
 
2.5 Az E. coli RecQ helikáz mechanoenzimatikus működése 
Kísérleteink alapján megalkottuk és publikáltuk az E. coli RecQ helikáz mechanokémiai 
aktivitásának részletes, kvantitatív modelljét (4). A modell pontos leírást ad az enzimatikus 
(ATPáz) aktivitás és a DNS-en történő tovahaladás (transzlokáció) molekuláris eseményeinek 
kapcsoltságáról, és ezen keresztül a mechanoenzimatikus aktivitás processzivitásáról, 
sebességéről és energetikai hatékonyságáról. Kimutattuk, hogy az E. coli RecQ helikáz a 
humán BLM helikázéhoz hasonló szoros mechanokémiai kapcsoltsággal (1 ATP hidrolízise/1 
nukleotidegység (nt) transzlokáció a DNS-szálon), viszont annál jelentősen magasabb 
processzivitással (100-330 nt várható futáshosszal) halad a DNS-szálakon. 
 További kísérleteinkben kimutattuk, hogy a DNS jelenléte sem az ATP, sem az ADP 
RecQ-hoz történő kötődését nem befolyásolja. Quenched-flow kísérletekkel sikerült azonban 
kimutatni, hogy a DNS jelenléte az ATP-hidrolízist nagymértékben elősegíti. Eredményeink 
azt mutatják, hogy a RecQ enzimatikus ciklusában a különböző nukleotid-állapotok DNS-
kötési kinetikája jelentősen eltér; a poszthidrolitikus állapot kötődik a legerősebben a DNS-
hez. Ez arra utal, hogy a mechanikai lépés az ATP-hasítási lépéshez kapcsoltan történik 
(beküldés előtt álló kézirat (8)). 
 
2.6 RecQ helikázok szerkezetváltozásainak vizsgálata egy-triptofános konstrukciókkal 
Az RecQ és BLM enzimek különböző szerkezeti régióiban a mechanoenzimatikus aktivitás 
során bekövetkező konformációváltozások teljesen felderítetlenek. E változások vizsgálatához 
előállítottunk és jellemeztünk egy-triptofános mutáns RecQ és BLM konstrukciókat. A RecA-
doménben egyedi triptofánt tartalmaznak a RecQ-W154+ és BLM-W803+ konstrukciók, 
illetve a HRDC doménben egyedi triptofánt tartalmaz a BLM-W1288+ konstrukció. Az ezen 
konstrukciókkal kapott adatok jelenleg feldolgozás alatt állnak. 
 
2.7 A DNS-szálszétválasztás fizikai mechanizmusa 
Részletesen jellemeztük a RecQ és BLM helikázok DNS-szálszétválasztó aktivitását a DNS-
szubsztráton elhelyezett FRET jelek, illetve az aktivitás során az ATP-hidrolízisből 
felszabaduló szervetlen foszfát fluoreszcens foszfátkötő fehérjével történő követése révén. A 
szálelválasztó aktivitás sebessége és processzivitása a korábban jellemzett egyszálú DNS-
transzlokációs aktivitáséhoz hasonló, ami aktív DNS-duplex-destabilizáló mechanizmusra 
utal. Mágnescsapdás egyedi molekula-vizsgálatokban azt a meglepő eredményt kaptuk, hogy 
a transzlokáció és a DNS-szálszétválasztás ATP-kapcsolási sztöchiometriája (azaz az 1 ATP 
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hidrolízise során transzlokált illetve szétválasztott nukleotid-egységek illetve bázispárok 
száma) hőmérsékletfüggő. Ezek az adatok jelenleg feldolgozás alatt állnak. 
 
2.8 A RecQ helikázok együttműködése más rekombinációs fehérjékkel 
Jellemeztük az SSB (egyszálú DNS-kötő) fehérje hatásáat a RecQ helikáz ATPáz és DNS-
transzlokációs aktivitására. Méréseinkben a teljes hosszúságú SSB fehérje mellett annak C-
terminális oktapeptidjét is használtuk, amely korábbi vizsgálatokban a teljes fehérjével 
megegyező affinitással kötődött a RecQ helikázhoz. Az SSB illetve a C-terminális peptid nem 
befolyásolta a DNS-aktivált ATPáz illetve egyszálú DNS-transzlokációs aktivitásokat, amiből 
arra következtetünk, hogy az SSB korábban kimutatott DNS szálelválasztás-serkentő 
aktivitása kétszálú DNS-struktúráktól függő módon fejtődik ki (előkészületben lévő kézirat 
(9)). 
 Megvizsgáltuk a BLM helikáz Rad51 rekombináz nukleoprotein-lebontó aktivitását, amely 
folyamat kimelkedő jelentőségű a rekombináció minőségellenőrzésében. Az e témában kapott 
adataink jelenleg feldolgozás alatt állnak (előkészületben lévő kézirat (10)).  
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